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生物活性玻璃纤维的基因转染研究 
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摘 要: 生物活性玻璃由于含有钙、磷成分, 因此在基因转染方面具有应用潜能。本研究通过溶胶-凝胶结合静电纺

丝技术制备了具有连续介孔或分级纳米孔的微纳米生物活性玻璃纤维(BGF), 并将其用于基因转染。实验结果显示, 

BGF在无血清培养基中可大量释放 Ca2+和 PO4
3-, 这些释放的离子在沉积的同时可装载质粒 DNA, 起到基因转染载

体的作用, 转染效率与 BGF 之间具有剂量依赖性。当质粒浓度为 1 μg/mL、BGF 浓度为 1000 μg/mL 时, 细胞的转

染效率可达对照组(脂质体转染试剂)的 50%以上。其转染机理与传统的磷酸钙基因转染类似, 而其较好的离子溶出

保障了其使用的稳定性, 有望替代纳米磷酸钙转染体系用于基因传输。 
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Gene Transfection of Bioactive Glass Fibers 

LIU Hui1,2,3, CHEN Xiao-Feng1,2,3, LI Xian1,2,3, LI Yu-Li1,2,3, LIN Ze-Feng1,2,3 

(1. School of Materials Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China; 2. Na-
tional Engineering Research Center for Tissue Restoration and Reconstruction, Guangzhou 510006, China; 3. Key Laboratory 
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Abstract: Bioactive glasses (BGs) exhibit potential applications for gene transfection because of their composition 

including Ca and P. Here, bioactive glass fibers (BGFs) with mesopores or hierarchical nanopores, were prepared by 

electrospinning process using BGs Sol-Gel precursor and its effect on mediating gene transfection was investigated. 

The results indicate that BGF acts as a gene vector by releasing Ca2+ and PO4
3-, and then reunioning them along 

with plasmid DNA in Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM). BGFs have a dose-dependent manner in 

transfection efficiency. When using 1 μg/mL plasmid, the transfection efficiency of BGF with concentration at 1000 

μg/mL is higher than 50% of lipofectamine LTX_PLUS. The transfection mechanism of BGF is similar to that of 

calcium phosphate (CaP) system. Furthermore, BGF’s sufficient ions releasing ensures stability and effectiveness to 

be applied in gene transfection, which makes BGF a promising candidate for gene delivery in replace of traditional 

gene carrier, the nano-calcium phosphate system. 

Key words: bioactive glass; fiber; gene transfection; calcium phosphate 
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组织缺损修复时, 除需三维支架以提供细胞粘

附生长的三维环境外, 还需加入微量的细胞生长因

子或导入能表达相应因子的基因 , 以加快组织修

复。但单纯的基因 DNA 分子片段难以透过细胞膜, 

需要借助各种辅助载体才能将目的基因导入细胞内, 

使其进入细胞核进行复制、转录、表达。目前所用

的基因载体主要包括两大类: 病毒载体和非病毒载

体。病毒载体虽然转染效率高, 但存在免疫原性和

致瘤性[1-2]等副作用。而非病毒载体一般具有良好的

生物相容性、较低的免疫原性、易于制备等优点。

常用的非病毒载体有脂质体、阳离子聚合物、树枝

状大分子、多肽及磷酸钙纳米粒等[3-4]。 

磷酸钙纳米粒用于基因转染已有 40多年[5]历史, 

最初通过制备含 DNA 的磷酸钙纳米粒直接作用于

细胞[4], 但该磷酸钙纳米粒随制备时间的延长极易

聚集而降低转染效率。为避免纳米粒制备时尺寸难

以控制的问题, Shen等[6]通过共沉淀法在基底材料

表面沉淀含 DNA 的低结晶度磷酸钙复合层, 通过矿

物层的再溶解成功介导细胞的转染。进一步研究表

明, 共沉淀含脂质体/质粒复合粒的磷酸钙矿化层[7], 

或通过在矿化层表面吸附脂质体/质粒复合粒[8], 能

在一定程度上增强基因的转染效率。但这类磷酸钙

矿化层的组成和结构对基因转染过程至关重要, 而

这通常较难控制, 且重复性差。 

从上述研究来看,寻求一种能稳定释放 Ca2+、

PO4
3-的材料对基因转染来说是技术的关键。生物活

性玻璃在模拟体液中能较稳定地释放 Ca2+与 PO4
3-

等, 提示其具有潜在的基因转染功能, 相关研究尚

未见报道。而采用溶胶-凝胶法结合静电纺丝技术制

备的生物活性玻璃纤维, 不仅具有良好的生物活性, 

可使所得支架强度有所提高[9], 同时还具有较好的

药物负载特性[10]。本研究探索采用这种生物活性玻

璃纤维用作基因转染的可能性, 并揭示其基因转染

机理, 为组织工程多功能生物活性玻璃三维支架的

制备提供基础。 

1  实验方法 

1.1  实验材料 
本实验主要用到的原料如下 : 正硅酸乙酯

(TEOS)、磷酸三乙酯(TEP)、硝酸钙(CN)、无水乙

醇、浓盐酸均购自广州试剂有限公司; 聚乙烯醇缩

丁醛(PVB)(阿拉丁), LipofectamineLTX_PLUS (In-

vitrogen),  DMEM (Gibco), DNA Marker (上海依科

赛生物制品有限公司), 琼脂糖(GENE), 质粒提取

试剂盒(OMEGA), Gelred(Biotium), 编码带有绿色

荧光蛋白的骨活素 (Osteoactivin, OA)基因的质粒

(pAcGFP1-N1-OA, 本实验室重组构建), 人胚胎肾

上皮细胞(293T)(由本实验室保存)。 

1.2  生物活性玻璃纤维的制备 

先配制组分为 58S(60Si2O-36CaO-4P2O5)的生

物活性玻璃溶胶前驱体, 随后将其室温陈化 2 d, 

加入 PVB 使其最终质量体积分数为 5%, 磁力搅拌

至溶液透明, 即可用于静电纺丝。静电纺丝参数为: 

工作距离 12 cm, 平均电压 20 kV, 液体流速为    

1 mL/h。将所得纤维真空干燥后, 650℃热处理 3 h

即得 BGF。 

1.3  BGF 对质粒 DNA 的络合 

将2 mg灭菌后的生物活性玻璃纤维, 分散于2 mL

无血清细胞培养液中, 得到含生物活性玻璃纤维为

1 mg/mL 的培养液, 取此液体 450 μL, 向其中添加

0.5 μg 的质粒 DNA, 混匀后置于 37℃孵育 6 h。离

心取等量上清液用于琼脂凝胶电泳, 紫外凝胶成像

仪拍照以讨论 BGF 对质粒的络合作用。 

1.4  细胞转染 

293T 以 3×104 cells/cm2 的细胞量接种到 24 孔

板中, 培养 24 h 后, 将培养液替换成孵育 6 h 的

BGF/质粒混合液, 同时补充体积分数为 10%的胎

牛血清, 培养箱孵育 1 d 后荧光显微镜观察转染

效果。 

将细胞用 PBS 清洗、0.25%胰酶-0.02% EDTA

消化、血清中和后, 收集细胞用于流式细胞仪检测。 

1.5  表征方法 

通过扫描电子显微镜(SEM)和透射电子显微镜

(TEM)观察生物活性玻璃纤维的形貌和内部结构, 

通过荧光倒置显微镜观察细胞的形态和荧光表达量, 

通过电感耦合等离子体发射光谱仪测量溶液中的离

子浓度, 通过琼脂凝胶电泳检测质粒 DNA、流式细

胞仪检测细胞转染效率。 

2  结果与讨论 

2.1  生物活性玻璃纤维的制备 

利用静电纺丝和溶胶-凝胶技术相结合的方法, 

可得到不同组分、不同尺寸和结构的 BGF, 其工艺

流程如图 1 所示。通过调节工艺参数, 可得到不同

Si、Ca、P 比, 直径范围为 0.2~5 μm, 内部具有连续

介孔或分级纳米孔的微纳米生物活性玻璃纤维, 如

图 2 所示, 这种 BGF 表现出较好的生物活性。 

2.2  生物活性玻璃纤维对质粒的作用 

研究 BGF 在基因转染方面的潜能, 首先必须了 
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图 1  生物活性玻璃纤维的制备流程图 

Fig. 1  Schematic of the BGF preparation process 

 

 

图 2  生物活性玻璃纤维的 SEM形貌(a)及其不同内部结构的

TEM(b, c)以及矿化 6 h 后的 TEM(d)照片 

Fig. 2  SEM image (a) and TEM images of different inner 
structure (b,c) and structure after mineralization for 6 h (d) of 
BGFs 
 

解其对质粒是否有作用。图 3 所示为质粒的琼脂凝

胶电泳结果, 随培养液中 BGF 含量的减少, 对应的

电泳条带变得清晰明亮, 即相应溶液中质粒含量较

高, 表明 BGF 对质粒有一定的络合作用, 且随 BGF

含量的增多, 其络合能力增强。 

不过这种作用不可能是 BGF 对 DNA 的直接作

用。这主要是因为在溶液中质粒 DNA 带负电, 生物

活性玻璃纤维由于表面 Ca2+的快速溶出而形成一层

富含 SiOH 的凝胶层也带负电, 因此二者相互排

斥。体系中能与质粒直接作用的是 Ca2+, 而溶液中

的 BGF 会持续释放 Ca2+, 很可能是 Ca2+在 DNA 与

BGF 间提供了桥梁作用。研究表明 Ca2+、PO4
3-在浓

度过饱和时会发生沉积, 且溶液中的 DNA 会迅速

地被形成的 Ca、P 化合物包裹[11], 这也为离子作用 

 

图 3  生物活性玻璃络合质粒DNA后的琼脂糖凝胶电泳结果 

Fig. 3 Agar gel electrophoresis of pAcGFP-OA after complex-
ing with BGF 
A-D: BGF concentrations at 1000, 700, 400 and 100 μg/mL, respectively  

 

假设提供了依据。DMEM 中, BGF 近表面处的 Ca2+、

PO4
3-极易过饱和, 在质粒存在的时候, 会在 BGF 表

面沉积负载质粒的磷酸钙矿化层, 从而降低溶液中

的质粒含量。 

2.3  生物活性玻璃纤维的基因转染  

将含质粒DNA的BGF用细胞培养液稀释为100、

200、400、600、800、1000、1300、1650、2000 μg/mL

转染 293T 细胞 24 h 后, 荧光显微镜观察结果如图 4

所示。一定剂量的 BGF 的范围(100~1300 μg/mL)内

成功转染的细胞数随浓度的增大而增多, 这与 BGF

携带所络合的质粒量有关。但较高浓度下(1650~ 

2000 μg/mL)随 BGF 的增多, 成功转染的细胞数又

显示出下降趋势, 这可能是 BGF 较多时, 溶液的碱

性也随离子释放过程而增强, 从而降低细胞的活力

所致。 
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图 4  含绿色荧光蛋白质粒的 BGF 稀释不同浓度后转染 293T 细胞的荧光显微镜照片 

Fig. 4  Fluorescent images of 293T cell after transfection with GFP plasmid-contained BGF at different concentrations 
a-i: BGF concentration at 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1300, 1650 and 2000 μg/mL, respectively;. j: Merged image from fluorescence and bright 

field images of 293T cell after transfection by GFP plasmid-contained BGF at 400 μg/mL; k: Image of positive control transfected by Lipofectamine. 
Bars in all images are 100 μm 

 

本实验进一步通过流式细胞仪检测了 BGF 浓度

不超过 1000 μg/mL 时的细胞转染效率(表 1)。其结果

与荧光显微镜所观察到的现象相吻合。当质粒浓度

为 1 μg/mL, BGF 浓度为 1000 μg/mL 时, 细胞的转染

效率能达到使用脂质体转染试剂时的 50%以上

(21.3/38.3)。当使用相同浓度的 BGF 时, 提高使用质

粒的浓度, 也能提高转染效率。 

2.4  生物活性玻璃纤维基因转染机理的探讨 

为探究 BGF 的基因载体作用与材料化学组成、

形貌的关系, 本实验对组成分别为 Si-Ca-P、Si-P、

Si-Ca 的三种纤维的基因转染能力进行了考察。所得

结果如图 5 所示, 不含 Ca 的纤维(Si-P)不能转染细

胞, 含钙的两种纤维中, 三组分的转染效果优于两

组分。这说明材料的基因载体作用与材料的纤维状

形貌无关, 而与材料的组成直接相关。钙元素赋予

了材料基因转染能力 , 而钙在磷存在时转染能力

增强。 

为探究 BGF 的基因载体作用与材料结构的关

系, 分别采用传统溶胶-凝胶法[12]制备具有较致密

结构的不规则块状生物活性玻璃、采用模板法结合

溶胶-凝胶法[13-14]制备的具有较致密结构的单分散

微纳米生物活性玻璃微球, 与具有连通介孔结构的

BGF 用于基因转染作对比研究, 三种材料的组成均

按 58S(60mol%SiO2-36mol%CaO-4mol%P2O5)组成

设计, 所得结果如图 6 所示。三种结构的生物活性

玻璃均能介导基因转染, 这进一步说明了形貌对基

因转染起决定性因素。通过荧光显微镜观察到以

BGF 为载体所介导的表达荧光蛋白的细胞数最多, 

而颗粒最小的介孔微纳米生物活性玻璃并没有表现

出较好的转染效果。 

由于材料结构差异会直接影响其在溶液中的离

子溶出量, 因此对三种不同生物活性玻璃在 DMEM

中孵育 6 h 的浸提液进行 Si、Ca、P 元素分析, 以揭

示结构对转染的影响。所得结果如图 7 所示, 三种生

物活性玻璃表现出不同的离子溶出特性, 其中转染

效果最佳的 BGF, 具有最大的 Ca2+溶出能力和 PO4
3-

沉积能力, 即具有最好的磷酸钙形成能力。这也进一

步说明材料近表面处 Ca2+、PO4
3-的含量和沉积能力

是影响细胞转染效率的关键。Choi 等[8]发现, 不同磷

酸钙矿化层对基因转染的调控能力与形貌几乎无关,  

表 1  293T 细胞转染效率的流式细胞仪结果 

Table 1  Transfection efficiency of 293T cells measured by flow cytometry 

Concentration (BGF) /(μg· mL-1) 0 200 400 600 800 1000 600 600 0(Lipofectamine)

Amount of GFP Plasmid /(ng·mL-1) 1 1 1 1 1 1 2 4 1 

Transfection efficiency /% 0 0.12 0.68 5.74 14.40 21.30 10.40 15.70 38.30 
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图 5  不同组成的纤维 SEM 照片和等量纤维转染 293T 细胞

的荧光显微镜照片 

Fig. 5  SEM images of fibers with different compositions and 
fluorescence microscope (FM) images of 293T cells transfected 
by equivalent fibers 

 

图 6  不同生物活性玻璃的 SEM 照片和等量材料转染 293T

细胞的荧光显微镜照片 

Fig. 6  SEM images of different type of bioactive glasses and 
fluorescence microscope (FM) images of 293T cells transfected 
by equivalent fibers 

 

图 7  不同形貌(F 纤维, S 球形, I 不规则)生物活性玻璃在 DMEM 中浸泡 6 h 后, 溶液中的离子浓度曲线。 

Fig. 7  Ion release profiles of different types of BGs after soaking in DMEM for 6 h 
F: Fiber; S: microsphere; I: Irregular 

 

而主要决定于其释放 Ca2+能力。我们的结果与他们

的结果相吻合。另外, Sandhu 等[15]也发现 Ca2+通过

与 PO4
3-沉积可增强基因转染。 

众所周知, 裸质粒没有保护时, 在细胞内外很容

易降解[16]。实验中所观察到的荧光为所用质粒表达后

的蛋白所发出, 说明其基因必然在某种保护作用下才

得以跨越转染过程中的各种屏障, 从而实现表达[17]。通

过对具有不同组成、形貌、结构的生物玻璃的基因转

染研究发现, BGF 是通过其快速释放的 Ca2+、PO4
3-在

材料近表面处于过饱和状态下, 发生沉淀的同时络合

了溶液中的质粒, 相当于对质粒作了细胞外的保护, 

随后所形成的沉积复合物经历同传统 Ca、P 材料的基

因转染载体相同的路径而使质粒基因成功表达。 

3  结论 

利用溶胶-凝胶法与静电纺丝技术相结合的方

法, 制得的具有连通纳米孔结构的 BGF, 具有一定的

基因载体作用。在不超过 1000 μg/mL 的浓度范围内, 

其装载质粒对细胞的转染效率随 BGF 浓度的增大

而增大, 同时也随质粒浓度的增大而增大。相较于

其他方法制备的生物活性玻璃, BGF 作为质粒载体

转染效率最好, 主要是其能快速释放 Ca2+和 PO4
3-, 

并易于在材料近表面处形成沉淀, 沉淀过程中可络

合质粒DNA, 从而起到传统磷酸钙基因转染载体的

作用。该方法作为对磷酸钙介导的基因转染体系的

补充与丰富, 可有效避免制备磷酸钙纳米粒时容易

聚集的缺点, 克服了制备磷酸钙矿化层中矿物组成

和溶解性难以控制的缺点, 为磷酸钙体系介导基因

转染提供了新途径。 
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